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RESUMEN

Introduccion: el D-004 es un extracto lipidico de los frutos de la palma real
(Roystonea regia), constituido por una mezcla de acidos grasos, principalmente oleico,
palmitico, laurico y miristico, que ha mostrado prevenir la hiperplasia prostéatica
inducida con testosterona y fenilefrina en roedores.

Objetivos: determinar los efectos téxicos del D-004 administrado por via oral a dosis
de hasta 2 000 mg/kg, a ratas Sprague Dawley de ambos sexos.

Métodos: se evalud la toxicidad aguda de D-004 (2 000 mg/kg) por el método de las
clases. En el estudio subcroénico, se trataron las ratas con dosis de 500, 1 000 and 2
000 mg/kg por 90 dias, mientras que en la evaluacion crdénica los animales se
administraron con D-004 a las dosis de 800, 1 500 y 2 000 mg/kg/dia durante 12
meses.

Resultados: no se mostré ningun efecto téxico relacionado con el tratamiento. No
existieron diferencias significativas en el peso corporal, consumo de alimentos y agua,
observaciones clinicas, bioquimica y hematologia sanguinea, peso de érganos y
hallazgos histopatoldgicos entre grupos tratados y el control.

Conclusiones: Los estudios no muestran toxicidad oral asociada al D-004, aun a la
dosis més alta investigada, 2 000 mg/kg, por lo que esta puede considerarse una
concentracion de dosis en la que no existen efectos téxicos en ratas.
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ABSTRACT

Introduction: D-004 is a lipid extract from the Cuban royal palm tree (Roystonea
regia) fruits, containing a mixture of fatty acids, mainly oleic, palmitic, lauric and
mirystic. This mixture has proved to prevent prostatic hyperplasia induced with
testosterone and phenylephrine in rodents.

Objective: to determine toxic effects of D-004 orally administered at doses up 2 000
mg/kg, to Sprague Dawley rats from both sexes.

Methods: oral acute toxicity of D-004 (2 000 mg/kg) was investigated according to
the Acute Toxic Class Method. In the subchronic study, rats were treated with D-004 at
500, 1 000 and 2 000 mg/kg for 90 days while in the chronic study, animals were
administered with D-004 at 800, 1 500 and 2 000 mg/kg/day during twelve months.
Results: no evidence of treatment-related toxicity was detected. Thus, clinical
observations, control of body weight and food consumption, blood biochemical and
haematological parameters, organ weight ratios and histopathological findings showed
no significant differences between control and treated groups.

Conclusions: these studies showed no evidences of D-004-related oral toxicity, even
at the highest dose investigated (2 000 mg/kg). Hence, this dose represents a non-
toxic dose level in rats.
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INTRODUCCION

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) es un crecimiento anormal y no maligno de la
préstata que conlleva a la obstruccion del flujo urinario y a la aparicién de un conjunto
de sintomas del tracto urinario bajo (STUB), como retencién urinaria, disminucion del
volumen de orina y de la presion de la miccion, latencia aumentada para orinar,
nicturia, irritacién o incontinencia vesical, los que varian en intensidad y que en parte,
aungue no exclusivamente, dependen del grado de obstrucciéon existente.'* Esta
afeccion junto al cancer de prostata y la prostatitis se encuentra entre los procesos
patolégicos mas relevantes que afectan la préstata.>”

La etiopatologia de la HPB, aunque no esta dilucidada completamente, involucra
factores hormonales y no hormonales que ocurren en el envejecimiento.!2:8 El principal
factor etiolégico hormonal para el desarrollo de la HPB es el aumento de la conversiéon
de la testosterona (T) en su metabolito méas activo, la dihidrotestosterona (DHT) por
accion de la enzima 5-reductasa, ya que la DHT acumulada en la préstata propicia la
liberacion de factores de crecimiento que conllevan a la hiperplasia del tejido.® Por otra
parte, el aumento del tono del mudsculo liso de la préstata regulado por los receptores
adrenérgicos al es el factor no hormonal responsable de los STUB caracteristicos del la
HPB.10



Las principales opciones de la terapia farmacoldgica de la HPB son los inhibidores de la
enzima 5o-reductasa prostatica, los antagonistas al-adrenérgicos y la terapia
combinada con ambos, recomendada en casos con HPB severa o refractaria.8-1°

El tratamiento oral con D-004, extracto lipidico de los frutos de la palma real
(Roystonea regia), constituido por una mezcla de acidos grasos, principalmente oleico,
palmitico, laurico y miristico, ha mostrado prevenir la hiperplasia prostatica (HP)
inducida por testosterona y fenilefrina en roedores.1'-'> Estos efectos estan
relacionados con su capacidad de inhibir la actividad de la 5-reductasa prostatica'® y
de antagonizar los receptoresia-adrenérgicos.>17

El objetivo del presente estudio consiste en determinar los efectos toxicos del D-004
administrado via oral a dosis de hasta 2 000 mg/kg, a ratas Sprague Dawley de ambos
sexos.

METODOS

Animales. Se utilizaron ratas Sprague Dawley adultas jévenes (5-8 semanas) de
ambos sexos procedentes del Centro de Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, La Habana, Cuba), cuyo peso corporal oscilaba entre 150-220 g.

Los animales se colocaron en jaulas y se adaptaron durante 7 dias a las condiciones
del laboratorio. La temperatura se mantuvo en 25 + 2 °C, la humedad entre el 50-70
% vy la iluminacion en ciclos de 12 h. El alimento fue pienso estandar para ratas
preparado en el CENPALAB. En el estudio crénico a partir de la semana 14, se realizd
una restriccién del alimento del 50 % del consumo promedio. El acceso al agua fue ad
libitum.

Estos estudios se realizaron de acuerdo con las normas de Buenas Practicas de
Laboratorio vigentes en la Republica de Cuba y los principios metodoldgicos
internacionales para la realizacidon de estos estudios, asi como los principios éticos para
el uso de los animales de laboratorio.

Administracion y dosificacion. El D-004 se obtuvo en la Planta de Produccién, tras
corroborar su composicién por cromatografia gaseosa. La sustancia se administré por
via oral, usando como vehiculo Tween 65 (2 %) y se prepar6 diariamente, realizando
los ajustes de la dosis segun el peso corporal.

La toxicidad aguda fue realizada seglin el método de las clases (ATC),*®° comenzando
por la dosis maxima recomendada en este disefio experimental (2 000 mg/kg). En el
estudio subcroénico y crénico las ratas se distribuyeron de modo aleatorio en 4 grupos,
un grupo control (Tween 65/H20) y tres grupos tratados con D-004.

Tomando en consideracién que en las experiencias farmacoldgicas realizadas con el D-
004 la dosis de 500 mg/kg fue la dosis maxima efectiva y que dosis de hasta 800
mg/kg no mostraron toxicidad asociada al D-004, se definieron las dosis siguientes
para el estudio subcrénico: 500, 1 000 y 2 000 mg/kg, y para el crénico dosis de 800,
1 500 y 2 000 mg/kg/dia, durante 3 y 12 meses respectivamente.



Observaciones y determinaciones

Estudio agudo. Los animales fueron observados y palpados diariamente. Las
observaciones incluyeron cambios en la piel y en el pelo, en los ojos y membranas
mucosas, en los sistemas respiratorios, circulatorio, nervioso central y autbnomo,
actividad somatomotora y comportamiento. El peso corporal se control6 al inicio y al
final de la experiencia. La incidencia de cambios macroscoépicos fue evaluada durante
la necropsia realizada 14 dias después de la administracion.

Estudios subcronico y cronico. Las observaciones clinicas fueron realizadas dos veces al
dia, en la mafana y en la tarde, observandose también la aparicién o no de masas o
abscesos evidentes al tacto.

El consumo de alimento y el peso corporal fueron registrados semanalmente. En el
estudio cronico, después de la semana 13, estos parametros se registraron
mensualmente hasta el final de la experiencia.?®° De igual manera se registré en este
estudio el consumo de agua. Los protocolos contemplaban la eutanasia en los animales
moribundos y/o en aquellos que mostraron una disminucidn significativa del peso
corporal.

En todos los casos los animales sobrevivientes fueron sacrificados después de
concluida la fase experimental. Previo al sacrificio, los animales fueron aislados en
cajas individuales y sometidos a ayuno por 12 h.

En los estudios de dosis repetidas se tomaron muestras de sangre venosa para la
determinacién de pardmetros de bioguimica sanguinea y hematologia. Las
determinaciones bioquimicas se hicieron por métodos colorimétricos enzimaticos,
mientras que la hematologia con el empleo del autoanalizador SySMEX modelo KX-
21N.

Durante la autopsia, se examinaron las cavidades abdominal, toracica y craneana.
Inmediatamente después de realizada la observacion macroscopica de los 6érganos, se
pesaron y se tomaron muestras de corazén, timo, pulmones, higado, bazo, rifiones,
prostata, testiculos y Utero. Y en el estudio créonico ademas se pesaron adrenales,
ovarios, epididimos, vesiculas seminales con glandula coagulante, musculo
bulbocavernoso elevador del ano, glandulas bulbouretrales y prepuciales. Para el
andlisis histopatoldgico, en los estudios dosis repetidas se tomaron muestras de
cerebro, cerebelo, glandula pituitaria, ojos, aorta, nddulos linfaticos, glandulas
salivales, lengua, traguea, bronquios, vagina, vesiculas seminales, eséfago, estdbmago,
duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon, pancreas, tiroides con paratiroides, vejiga
urinaria, médula ésea, musculo esquelético, piel y nervio ciatico;?%?! las muestras
obtenidas se fijaron en formaldehido al 10 % tamponado y se colorearon con
hematoxilina y eosina.

Las variables continuas fueron analizadas a través de un andlisis de varianza (ANOVA),
mientras que los datos categéricos se analizaron mediante la prueba de la probabilidad
exacta de Fisher. El nivel de significacién establecido fue a= 0,05.

RESULTADOS



Estudio agudo. No ocurrieron muertes en el transcurso de la experiencia ni se
manifestaron signos indicativos de toxicidad relacionadas al tratamiento, afectacion en
el peso corporal (tabla 1), y en la necropsia no se aprecio dafio en érganos, tejidos y
cavidades de ninguno de los animales.

Estudio subcrdénico. No ocurrieron muertes ni se observaron signos de toxicidad. No se
encontraron diferencias significativas en cuanto al peso corporal (tabla 1) ni al
consumo de alimentos entre animales de grupos tratados y controles

La tabla 2 muestra los datos de los parametros hematoldgicos y de bioquimica
sanguinea. El analisis de estos indicadores no reveld diferencias significativas entre los
diferentes grupos.

En la necropsia no se detectaron lesiones macroscopicas en 6rganos y cavidades. El
analisis del peso de los 6rganos respecto al peso corporal (%) tampoco mostré
diferencia entre grupos tratados y controles. El estudio histopatolégico solo revel6 dos
lesiones presentes en hembras del grupo control: una metamorfosis grasa discreta de
higado y un quiste epidérmico.

Estudio crénico. Durante el estudio murieron cuatro animales, un macho del grupo
control y tres hembras (dos del grupo 2 000 mg/kg, uno del grupo control). No hubo
diferencias significativas en la frecuencia de mortalidad entre grupos tratados y
controles. Una de las hembras que murié en el grupo de la dosis mayor se debi6 a
errores en la entubacion gastrica; el analisis macroscépico posmorten evidencio la
presencia de la emulsion administrada en las vias respiratorias, asi se corrobora la
causa de muerte. Las restantes tres muertes durante la fase experimental (una
hembra del grupo control, una del grupo de 2 000 mg/kg y un macho del grupo
control) estuvieron relacionadas con la presencia de tumoraciones y en todos los casos
los animales presentaban signos de deterioro de su estado de salud y pérdida de peso
corporal, razén por la cual se les practicé la eutanasia. La hembra del grupo de 2 000
mg/kg mostré prolapso vaginal y signos de hemorragia, y la necropsia evidencié una
tumoracion polipoide en vagina. Por su parte, los animales de los grupos controles
presentaron tumoraciones en sus extremidades que fueron histiocitomas. El primer
sacrificio se produjo tras 8 meses de tratamiento. Con respecto a los datos de la
mortalidad, las observaciones clinicas no mostraron signos de toxicidad durante el
estudio.

El consumo de alimento y agua y el peso corporal (tabla 1) fueron similares entre los
grupos controles y tratados, al igual que lo observado en los parametros
hematolégicos y de bioquimica sanguinea (tabla 3). El peso relativo de los 6rganos
tampoco mostro diferencias significativas o tendencias con las dosis.

Las lesiones no neoplasicas observadas con mas frecuencia fueron hipofisis congestiva
y glomerulonefrosis. Esta dltima se encontré en dos machos y en dos hembras del
grupo control, y en un macho de la dosis de 800 mg/kg, y en uno de 1 500 mg/kg. Se
encontraron varias lesiones inflamatorias, todas con muy baja frecuencia y sin
diferencias entre grupos tratados y controles. Asimismo, en cuatro animales del grupo
control (machos) se observo atrofia testicular, al igual que en dos animales tratados
con 800 y 2 000 mg/kg respectivamente, y se observé hiperplasia endometrial en tres
animales de la dosis maxima y en dos del grupo control.



Ademas, fueron encontrados tumores en tres ratas del grupo control (un macho y dos
hembras) y cuatro tratadas (un macho y tres hembras), incluyendo las lesiones de las
tres ratas a las que se les practic6 la eutanasia, referidas anteriormente. Las lesiones
neoplasicas observadas fueron: tres histiocitomas, tumores del tejido celular
subcutaneo, todos en el grupo control: dos malignos (dos hembras), uno benigno (un
macho). A un macho tratado con 1 500 mg/kg se le encontré un adenoma de hipdfisis,
mientras tres hembras tratadas (una de cada grupo) mostraron lesiones en el tracto
genital: un pdlipo endometrial (800 mg/kg), un timoma (1 500 mg/kg) y un leiomioma
(2 000 mg/kg). La incidencia de estos tumores fue muy baja no atribuible al
tratamiento; no encontraron diferencias significativas entre grupos controles y tratados
(tabla 4).

DISCUSION

En estos estudios no aparecieron muertes o evidencias de toxicidad atribuibles al D-
004. Considerando que el D-004 administrado por via oral de 100 a 800 mg/kg
durante 14 dias previene la HP inducida por testosterona en ratas, la falta de toxicidad
encontrada no puede estar relacionada con inadecuada exposicion de la sustancia.

Los resultados de los estudios agudos permiten definir que el D-004 debe tener una
toxicidad aguda superior a los 2 g/kg en ratas Sprague Dawley y que por tanto, segun
la metodologia empleada su toxicidad es no clasificable.

Ninguno de los estudios revel6 toxicidad o sintomatologia clinica con dosis de hasta 2
000 mg/kg. Igualmente, los valores individuales de todos los parametros evaluados
(peso corporal, consumo de alimentos, bioquimica sanguinea, hematologia y peso de
los 6rganos) se encuentran dentro de los limites normales para la especie. 22

Solo hubo mortalidad en el estudio crénico y fue baja, comparado con otros estudios
realizados en esta especie/linea,??2® al igual que los hallazgos histopatoldgicos,
tomando en consideracidon que fue un estudio crénico de un afio, tiempo que se asocia
en las ratas con un incremento en la incidencia de lesiones espontaneas y mortalidad
por estas causas.

La glomerulonefrosis fue la lesion mas frecuente, aunque no se asoci6 al tratamiento.
Esta lesidn es la afeccion renal mas comun en ratas adultas y longevas;?* su
patogénesis es incierta, aunque se asocia a disfuncion de la membrana basal. El
glomérulo muestra variedad de cambios (glomeruloesclerosis focal o difusa) y
presencia de células inflamatorias en el intersticio.

Otras lesiones frecuentes fueron de caracter inflamatorio, como prostatitis, las cuales
son frecuentemente observadas en ratas de esta edad. No obstante, la frecuencia de
estas lesiones era baja y sin diferencias entre grupos.

Todos los hallazgos encontrados son frecuentemente observados en esta especie, linea
y edad,?® por lo que consideramos que no son atribuibles al tratamiento.

En el presente estudio se observaron algunas lesiones neoplasicas tanto benignas
como malighas, como los histiociotomas. Estos tumores son variedades de



histiocitomas que se observan de manera espontanea con frecuencia en ratas de esta
edad,?® tal como lo evidencia el hecho de que se hayan manifestado en animales de los
grupos controles.

Igualmente se observo un poélipo endometrial y un timoma. Esta Ultima, es una
neoplasia, no invasiva, se observa espontaneamente en esta especie.?*?> Todos estos
tumores se observaron en muy baja frecuencia y sin dependencia de tratamiento,
ocurriendo todos con frecuencia en esta especie animal y a esta edad.?®

Estos resultados sostienen que el tratamiento oral de dosis Unicas o repetidas de hasta
2 000 mg/kg es seguro y bien tolerado en ratas Sprague Dawley de ambos sexos, sin
mostrar toxicidad atribuible al tratamiento. Esta aseveracion se basa en los resultados
de mortalidad, observaciones clinicas, peso corporal, indicadores hematoldgicos y de
bioquimica sanguinea, peso relativo de los drganos y estudio anatomopatolégico. Por
tanto, la mayor dosis investigada (2 000 mg/kg) se comporté como un nivel de dosis
que no produjo efectos toxicos en ratas.
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Tabla 1. Peso corporal

Grupos | Hembras | Machos

(ma/kg) | Inicio | Final | Inicio | Final
| Aguda
| Control | ©O | 203,8%3,25 | 248,7:8,35 | 212,7+ 3,46 | 2750% 21,2
|D-004 | 2000 | 203,8+3,26 | 2454+8,67 | 212,7+3,37 | 279,1* 16,4
| Subcrdnica
| Control | ©O | 206,4%10,4 | 399,1%321,9 | 185592 | 244,3%17,0
|D-004 | 500 | 206,3+10,0 | 419,5+37,1 | 1855+%9,1 | 240,3+184
|D-004 | 1000 | 206,4%9,6 | 419,9:+288 | 185588 | 246,4114,9
| D-004 | 2000 | 206,32+9,8 | 432,5:x424 | 1855%0,1 | 23951138
| Crénica
| Control | ©O | 193,50 £ 9,3 | 373,74 £ 41,5 | 223,20 £8,9 | 613,53 £ 61,6
| D-004 | 800 | 193,50 =09,9 | 389,15 * 62,1 | 223,25 + 10,5 | 618,15 + 76,3
|D-004 | 1500 | 193,50 = 7,9 | 369,80 + 43,5 | 223,20 +9,9 | 606,65 + 75,8
|D-004 | 2000 | 193,50 £ 9,1 | 369,83 + 42,3 | 223,20 + 10,2 | 587,60 + 79,1

Regresar




Tabla 2. Indicadores hematologicos y bioquimicos en ratas Sprague Dawley tratadas con
D-004 por 3 meses

Hematologia

I
((r;r:;?;gﬁl | Hb Hto | Plaquetas [ wec | RBC

| Machos
| control | o | 13,4+1,11 | 41,3+324 | 520 +188 | 5414 +1878 | 7,09 + 0,51
|D-o04 | s00 | 13,9+1,61 | 40,7+2,10 | 457 £195 | 5385 1122 | 7,01+ 0,77
|p-oo4 | 1000 | 13,2%1,02 | 40,8=%2,65 | 532 £195 | 5407 1854 | 7,21 + 0,54
|D-004 |2000 | 12,7+1,79 | 388510 | 478 £178 | 4950 +2105 | 6,88 + 0,87
[ [ Hembras
| control | o | 12,5+1,23 | 382+272 | 482143 | 4562 +976 | 6,60 * 0,63
| D-o04 | s00 | 12,5+1,48 | 384%3,93 | 501 £207 | 4508 1099 | 6,61 + 0,64
|p-o04 | 1000 | 12,2%1,30 | 37,3%3,06 | 548 £146 | 4343 1784 | 6,51 + 0,51
|D-004 |2000 | 12,2+1,00 | 37,4+2,95 | 541 166 | 4614 1232 | 6,48 £ 0,49
| Bioguimica
| | Machos
| | | Ache (U) Glucosa Creatinina ALT (1U) AST (1U)

{mmol/L) (mmol/L)

| control | o0 | 0,376 £0,079 | 4,593+ 1,472 | 1157 +27,2 | 3551 % 14,0 | 54,22 + 20,0
| p-o04 | s00 | 0,375+ 0,083 | 4,581 + 1,495 | 130,9=* 27,0 | 31,02+ 59 | 54,23 % 12,1
| D-o04 | 1000 | 0,296 + 0,066 | 5,214 + 1,152 | 133,0+26,1 | 38,41 % 28,2 | 57,09 % 17,2
| D-ooa | 2000 | 0,375+ 0,127 | 5485+ 1,361 | 120,0+ 20,2 | 33,80 + 11,4 | 61,56 + 22,6
| | | Hembras
| control | o | 0418+ 0,104 | 4,60+ 1,20 | 1157+272 | 2896+ 7,4 | 53,86 9,4
| p-o04 | s00 | 0450+ 0,099 | G510+ 1,62 | 130,9+270 | 2633+5,8 | 53,24+ 17,1
|D-004 | 1000 | 0,455+ 0,060 | G552+ 1,08 | 133,0+261 | 2801+09,1 | 54,19+ 10,6
| p-004 | 2zo000 | 0,447 £ 0,055 | 553+ 1,17 | 120,0=+20,2 | 27,22+9,5 | 5265=*09,5

Regresar




Tabla 3. Indicadores hematoldgicos y bioquimicos en ratas Sprague Dawley tratadas con
D-004 por 12 meses

Hematologia

(Enr;?fgs) Hb Hto Plaguetas rochJ:iu'l%s'ﬁfL Leucocitos x 10-3/L
| Machos
| Control | © | 13,52 +0,76 | 42,95=2,84 |871,26+23964 | 7,53x044 | 6,13=2,01
|Dp-oo4 | 8o0 | 13,51=x0,62 | 42,26+2,48 [ 90335%=150,36 | 733047 | 641173
|p-o04 | 1500 | 1382=+1,02 | 43,33+3,59 [921,30+27532 | 757067 | 6,38=2,08
|D-004 | 2000 | 13,71+0,71 | 43,30=2,80 |93855+192,18 | 7,56=0,38 | 6,14=1,56
| [ Hembras
| Control | O [ 1262=+065 | 2833+2,31 |60342+201,41 | 643=0,38 | 3,17=0,91
|D-o04 | so0 | 12,61+0,60 | 38,27 +2,20 | 583,70+25580 | 647041 | 3,55=%1,17
|D-004 | 1500 | 12,57=0,65 | 38,24=2,01 | 641,55=196,23 | 648036 | 3,51%1,11
|D-oo4 | 2000 | 1265+0,58 | 3830=1,76 |676,33=296,73 | 646=0,30 | 3,40=0,98
| Bioguimica
| Machos
‘ | | Ache(U) Glucosa Creatinina ALT (1U) AST (1U)

(mmaol/L) (mmol/L)

| control | o | 0,37+0,12 | 6402094 | 4001=7,75 | 43,44 12,84 | 104,03 = 24,84
|Doo4 | s00 | 022009 | B35+1,18 | 40,35=6,27 | 41,11 =10,94 | 10536 = 20,87
|D-004 | 1000 | 0327+009 | &65+144 | 4168=6,17 | 38556=10,48 | 08,06=2512
|p-004 | 2000 | 039=+009 | 5850085 | 40,00=807 | 40,12= 16,83 | 101,57 =27,29
| Hembras
| Control | © | D4s+0,12 | 663+1,32 | 50,26+09,11 | 32,18+x741 | 7841= 16,61
|p-004 | s00 | 047x0,13 | 6,18=1,02 | 5022744 | 32,85+6,31 | 87,68= 1667
|Dp-oo4 | 1000 | 047012 | 591x1,23 | 4960=6,66 | 3442 =1513 | 84,42 = 19,67
|poo4 | 2000 | 046042 | 603=1,06 | 51,38=513 | 30,69=8,76 | 82,42 = 18,86

Regresar




Tabla 4. Lesiones histopatolégicas neoplasicas observadas en ratas Sprague Dawley
tratadas con D-004 por 12 meses

‘ Hernbras ‘ Machos
| control | soo0 | 1500 | 2000 | Control | 800 | 1500 | 2000
| n=20 [n=20 | n=20 |n=20 | n=20 | n=20 | n=20 | n=20
| Tejido celular subcutdneo
| Histiocitorna [ 2 | [ o | o | [ o | o | 0
| Histiocitormna [ o | [ o | o | 1 [ o [ o | 0
| sistema reproductor
| Leiomioma | 0 | | 0 | 1 | - | - | - | -
| Pdlipo endometrial | 0 | 1 | 0 | | - | - | - | -
| Sistermna hermolinfopoyético
| Tirmema | o [ o [ 1 | o | o | o | | 0
| adenomade [ 0 [ o | [ o [ 0 [ 0 [ 1 | 0




